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VerdfTentlfcht 

Mit internationaiem Recherchenbericht, 



VERBINDUNGEN 
(57) Abstract 

This invention concerns spontaneously dispersible concentrates of esters with antitumor, antiviral, virucidal antiparasitic rf^^^^ 
which?re ma^e ft^ bioflavoJid compouiib. J^uecnis ultnunicroemulsions out of such concentrates, new "^^^^^.^f^T!^ 
como^uL proce^ for producing and preparing them, and their use as agents for producing medicaments effective agamst v ral and 
S^^aSnst t^, eLma and^oriasis. for ongoing tumor prophylaxis and for enhanced absorpuon of exogenic activator., 
metabolic modulators and regulators. 

(57) Zusammenfiissuiig 

Soontan dispcrgierbaie Konzentrate mit antitumonil. antiviral, viruiid und antiparasitar einsetzbaren Eslem von Bioflavonoid- 
VerbindTgen wSsserige Ultramikroemulsionen aus solchen Konzentraten. neue Ester von ausgewahlten Bioflavonoid-Verbrndungcn 
vSnsTzu hrer HeLllurKl und Aufbereitung. sowie ihte Verwendung als Mittel zur Herstellung von He.lm.ttein mit W.rks^keit 
gegef "rale und para^ Ericrankungen. gegen*-nimo.e. Ekzeme und Psoriasis, zur anhaltenden Tumor-Prophylaxe und zur veisUrkten 
Aufnahmc von exogenen Aktivaloren, metobolischen Modulatoren und Regulatoren werden bcschneben. 
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ULTRAMIKROEMULSIONEN aus 
SPONTAN DISPERGIERBAREN KONZENTRATEN 
mit ANTITUMORAL, ANTIVIRAL, VIRUZID und ANTIPARASITAR 
WIRKSAMEN ESTERN von BIOFLAVONOID^VERBINDUNGEN 

EINLEITUNG 

Die vortiegende Erfindung betrifft UUramikroemulsionen aus spontan disper- 
gierbaren Konzentraten mit lipophtlen, aliphatischen Estern von ausgewiihl- 
ten, natijriich vorkommenden Flavonoiden (ohne Anthocyanine und Chalco- 
ne), neue Ester dieser Verbindungen, Verfahren zu ihrer Herstellung und Auf- 
arbeitung, die Verwendung der Ester-haltigen, spontan dispergieraren Kon- 
zentrate zur Herstellung von Heilmitteln mit antitumoraler, antiviraler, direkt 
viruzider und/oder antiparasitilrer Wirksamkeit. zur Bekftmpfung von Ekzemen 
und Psoriasis, sowie zur Tumorprophylaxe und Tumortherapie, wie auch zur 
verstdrkten Aufnahme von exogenen Aktivatoren, metabolischen Modulatoren 
und Regulatoren. 

Die Ester dieser Bioflavonoid-Verbindungen haben iiberraschenderwetse eine 
sehr gute antitumorale, antivirale, direkt viruzide, sowie teilwetse auch eine 
antiparasitdre Wirkung, und sie eignen sich auch zur Behandlung von Ek- 
zemen und Psoriasis und zur Stimutierung von Immunantworten. Die thera- 
peutischen Eigenschaften derarttger Ester treten dann bedeutend verstarkt 
auf, wenn ste in spontan dispergierbare Konzentrate eingearbeitet und darauf 
mit destilliertem Wasser Oder 5%-Glucoseldsung Oder auch mit physiolo- 
gischer Kochsalzittsung (RIngerldsung) verdiinnt worden sind, wobei sich 
thermodynamisch stabile Uitramikroemulsionen ergeben, mit Mizellen von 
einem hydrodynamischen Radius von 2*2 bis 3.0 nm. / 

Die stark erhdhte, anhaltende biologische Wirksamkeit der neuen Flavonoid- 
perester und ihrer Darreichung in erfindungsgemdsser Konzentrat- und Ultra- 
mikroemulsionsform stUtzt sich auf folgende Faktoren: 

- die Veresterung der ausgewdhlten Flavonoide mit mittel- und tangkettigen 
Fettsiluren fiihrt zu einer ausserordentlich gesteigerten Lipophiiie und damit 
zu einer Inversi n der urspriinglichen Etgenschaft der Grundkorper. Zusam- 
men mit der massgeblichen Anhebung des Wanderungs- und Spreitungs- 
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vermbgen. der ultraf inen MIzellen bewirkt dies eine rasche Permeation von 
hydr phoben MBmbranen; 

. die Flav noidperester sind als "aktivlert. Ester- zu be.rachten. Sie haben 
di. Fahigicelt. Acylgruppen auf g.eignef nucleophile Gruppen zu Ubertragen. 
was insbesondere auf die Acylgruppe an C-S des Fiavonold-GrundgerUstes 
zutrlfft. Diese AKtlvlerung l»t bei Verwendung von solvoiytischen Lttsungs- 
mltteln l.icht in IH-NMR-Sp.ktr.n zu erkennen: die typische Wasserstoff- 
brucke zwischen OH-CS und d.m Carbonyl an 0-4 tritt bei ca. 12-13 ppm 
rasch in Erschelnung. Daraus kann geschlossen werden. dass eine Acy. 
Ilerung von (R),-C.SH.. R-CH^OH- und R-NH,-Gruppen. sowie eventu.il auch 
von sekundHren Alkoholen und sekundHren Aminen. welche in den Zellkom- 
ponsnten vorhandon sind. rasch erfolgen dOrfte; 

. die Freisetzung der Intramolekularen WasserstoffbrUcke zwischen OH-C-S 
und d.m carbonyl an 0-4 an geeigneter Stelle der Zelle er.ftnet das inh.- 
rente Chelierungspotential der Flavonoide fUr verschledene Kationen mit den 
Koordlnationszahlen 4 und 6. Seit alt.rsher wurd. dieser Umstand der star- 
ken Chellerung von Kationen in .Ssserigen, MHIeu zun, FSrben von Cellulo- 
segev^eben (Hanf. Flachs. Baumwolle. usw.) ausgenutzt; 

- die Labilltat. vorab der CS-Acylgruppe. verbietet die Aufarbeitung der Ver- 
esterungsansatze m.t v^asserigen Basen. wie auch die S.u.enchromato- 
graphie an Materla.ien mit nucleophllen Haftstellen. Die Veresterung muss 
demnach mit einem Minimum an Reinigungsschritten durchgefUhrt werden. 

BESCHREIBUNG der Erflndung 

Die Ester von Bioflavonoidverbindungen haben als Grundkbrper d.e allge- 
metnen Formein (I) bis (IV): 
Flavone: , 




(I) 

R = OH. OCH,. in verschledenen Stellungen. wie z.B. Chrysin mIt OH an 



(C-5,7) Oder Apigenin mit OH an (C-5,7,4') 
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(II) 



mit R wie oben, z.B. Kftmpferol mit OH (C-5,7.4'), Quercetin mit OH (C 
6,7,3',4'), Morin mit OH (C-6,7,2',4'J, 



Flavanole (2,3-Dlhydroflavanole): 



r 



O (III) 
mit R wie oben, z.B. (+)-Catechin mit OH (0-5,7,3', 4') 



isoflavonole: 




(IV) 

mit R wie oben, z.B. Genistein mit OH (C-5 J,4') 

wobei in den Formein (I) bis (IV) R fiir Hydroxyl. eine Cs-ai-Alkyl-. eine C9.31- 
Alkenyl- oder eine Cg.si-Alkapolyengruppe steht. 

Die Veresterung der genannten Grundkdrper kann nach einem an sich 

bekannten Verfahren vorgenommen werden: 

Bildung des Chlorides einer Verblndung der Formei (V) : 

R ^ COOH (V) 

worin Rl fUr eine Cg.ai-Alkyl-, eine Ct.3i-Alkenyl- oder eine Cg.3i-Atkapolyen- 
gruppe steht. mit einem Chlorierungsmittel, wie z.B. Thionylchlorid oder Oxa- 
lylchiorid, und anschiiessende Umsetzung mit einer Verblndung der Formein 
(i) bis (IV) bei einer Temperatur v n 0 bis 60*^0, unter Schutzgaszuieitung, in 
einem indifferenten Lbsungsmittel, wie z.B, Tolu I d r Tetrahydrofuran, und 
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in Gegenwart eines Katalysators, wie z.B. Dimethylformamid und/oder p-Di- 
methylamin pyridin. 

Die Ester der Bioflavonoid-Verblndungen gemass den Formein (I) bis (IV) 
haben Uberraschenderwelse eine ausgezeichnete antltumorale, antivirale, 
viruzide. sowie auch antiparasitare WIrkung, und sie eignen sicli Uberdles zur 
Bekampfung von Elizemen und von Psoriasis und zur Ausglelchung meta- 
bolischer Stttrungen. Diese Wirkungen treten vornehmlich dann ein, wenn sie 
in erfindungsgemisse, spontan disperglerbare iWARIGENOL®-Konzentrate 
eingearbeitet worden sind, welche mit destlliiertem Wasser. 5%-iger Gluco- 
selOsung oder auch Ringerltisung verdUnnt, thermodynamisch stabile Oel-in- 
Wasser Ultramlkroemulsloifn ergeben. 

Derartige Uitramikroemulsionen welsen kugelfOrmige Mizellen mlt einem hy- 
drodynamischen Radius auf von 2.2 bis 3.0 nm. [Messungen mit QLS » quasi- 
elastischer. dynamlscher LIchtstreuung wurden durchgefUhrt an der E.T.H., 
Zurich. Institut fUr Polymers (Prof.Dr. Pier Luigi LUISI und Prof.Dr. Peter 
SCHURTENBERGER)]. 

Oegenstand der vorllegenden Erfindung sind vorab spontan dtspergierbare 
Komentrate mit antitumoral, antiviral, viruzid oder antitrypanosomal wirk- 
samen Estern der Formein (I) bis (IV). Diese Ester sind nahezu wasserun- 
Ibsliche und hoch agglomerierte Verbindungen. Damit solche Verbindungen 
aber durch die Membranbarriere der Tumor-, bzw. Wirtzellen oder auch durch 
die ProteinhUlle von Viren diffundieren und im Innern der Zelle. bzw. des 
Virus wirksam warden kbnnen. mOssen sie zuvor in geeigneter Weise im was- 
serigen Medium solublllslert worden sein. Im Wege der Bildung von spontan 
dispergierbaren Konzentraten und daraus hergestellten. thermodynamisch 
stabilen Oel-in-Wasser Ultramlkroamulslonan gelingt es, einen optimalen 
So/ob/Z/s/erongsgrad der neuen Ester zu erzielen. Dazu warden einerselts 
ausgewahlte Cotenside oder Lbsungsvermittler und anderseits geeigncte, 
oberfiachenaktive Verbindungen (Tenside) eingesetzt und zu eInem ausgewo- 
genen System vereinigt und dann verdUnnt. 

Alle experimentellen Beobachtungen an dergestalt ausgebildeten. wasserigen 
Uitramikroemulsionen lassen sich einheltllch durch die Annahme deuten, 
dass die ausgewahlten Cotenside und Tenside in der wasserigen Phase orga- 
nisierte Aggregate, sog. Mizellen bilden. Diese besltzen mehr oder weniger 
kugelfOrmige Gestalt. mlt eInem hydrodynamischen Radius von 2.2 bis 3.0 
nm. Die Tensid und die Hydr tr pe (C tenside) lassen zwischen der ausse- 
ren. wasserigen Phase und der inn ren. ttllgen Phase d r Mikroemulsion 
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[enthaltend einen Ester der Formein (I) bis (IV), geldst im biot nsiden 
Ldsungsvermittler] ine Qrenischicht entBteh n, wodurch die Ourchmischung 
dieser beiden Phasen unterbleibt. In der dligen, inneren Phase der Mizellen, 
dem mizellaren Kern, liegen dann die MolekUle des Bioflavonoid-Esters in 
monomerer oder in oligomer agglomerlerter Form vor. 

Die MIzellen der Inneren Phase derartiger Uitramikroemulslonen sind dem- 
nach an ihrer Oberfiache mit einem elastischen Tensidmantel geschUtzt, was 
sie instand setzt, leicht durch die Zellmembran ins Innere der Tumor- oder 
Wtrtzelle, bzw. durch die ProteinhUlle von VIren zu diffundieren. Die Diffusion 
durch die Plasmamembran von Tumor- oder Wirtzellen oder durch das Capsid 
von Viren erfolgt ausschliesslich auffgrund thermischer Moiekutarbewe- 
gungen. 

Die Richtung, die ein konkreter DIffusionsvorgang einschlMgt, wird vom Kon- 
zentrationsunterschted bestimmt. weicher an der Plasmamembran zwischen 
ausserhalb und innerhalb der Tumor- oder Wirtzelle, bzw. an der ProteinhUlle 
besteht. Die Diffusion veriauft solange enttang dem KonzentrationsgefHUB, 
bis es abgebaut ist. Zwischen der extrazelluldren Zone und dem Inneren der 
einzelnen Tumor- oder Wirtzelle oder eines Virus wird die Konzentration an 
Wirksubstanz. bzw. eines Wirkstoffsystems ausgegllchen, wobei auch verzd- 
gerte Abgabeeffekte auftreten kOnnen. Derartige Difffuslonsvorgange verlau- 
fen unabhilngig von jeglicher Energiezufuhr. Sie haben keinen Bezug auf die 
zellulare Stoffwechselenergie. 

Die Geschwindigkeit des Diffusionsvorganges, bzw. die Starke des Wirkstoff- 
transportes durch die Membran der Tumor- oder Wirtzelle werden bestimmt: 

1. vom Konzentrationsunterschied In den beiden Kompartimenten 

2. vom Teilchenradius des diffundierenden Wirkstoffmolekiils oder 

Wirkstoffsystems 

3. von der Viskositat der diffundierenden, wthsserigen LOsung 

(Emulsion) 

4. von der Temperatur. 

Wte aus der nachstehenden Tabelle ersichtllch ist, hat e/ne globuUre 
"Mizelle" mIt einem hydrodynamischen Radius von einem Centimeter ein Vo- 
lumen von 4,189 cm^ und eine Phasenoberfldche von 12,564 cm2. 
Demgegenuber weisen tOt« MIzellen mlt einem hydrodynamischen Radius von 
nur 10-6 cm (10 nm), welche zusammen das gleiche Volumen von 4,189 cm^ 
ausmachen, schon ine Gesamt-PhasenoberflMche von r256,4 m2 auf. 



wo 98/1 1889 PCT/CH97/00168 

6 - 

MtZELLEN: VERHALTNIS VOLUMEN ZU QESAMTOBERFLACHE 



ZAHL der 
MiZELLEN 


Hydr dyna- 
mischer RADIUS 
der Mizeilen 


VOLUMEN 
der Mizsll n 


GESAMT- 
der Mizelien 


1 


1 cm 


4,189 cm3 


12.564 cm2 


103 


0,1 cm = 1 mm 


u 


125.64 cm2 


10* 


0,01 cm 




1 '256,4 cm* 


109 


0,001 cm 


u 


12*564 cm2 




0,0001 cm s 1 mm 
— 1 wiiu nm 


II 


125*640 cm2 


1015 


0,00001 cm «= 
100 nm 


it 


1*256*400 cm2 


1018 


10-6 cm = 
10 nm 


tl 


1-256,4 m2 


1021 


10-6 mm = 
1 nm 


w 


12*564 m2 



Kugelvolumen = — r3 



Kugeloberfldche = 4 n r2 

Fazit: Durch die grosse PhasenoberflSche, welche die Mizelien mii einem 
hydrodynamischen Radius von 2.2 bis 3.0 nm in Ultramiiiroemuisionen ausbil- 
den, wird zus^tziich zu deren gesteigertem Diffusionsvermdgen die rheo- 
logische Verteiiung ("spreading") und somit die Bioverfiigbarkeit und Bio- 
reaktivitMt der Wirkstoffe, welche im Kern der Mizelien in monomer Oder oli- 
gomer aggiomerierter Form vorliegen, ebenfalis stark verbessert. Deren 
Abgabe als Feinstmizellen kann eine betrSchWche Erm^ssigung der phar- 
makologisch kritischen Dosierung eriauben und damit unerwiinschte Neben- 
wirkungen vermelden oder wenigstens verringern heifen. 

Die "Packungsdichte" eines spontan dispergierbaren, stabiten MARIGENOL®- 
Konzentrates nimmt in exponentieller Funktion mit der Kleiner werdenden 
Teilchengrbsse der Mizelien zu. Entscheidend sind die richtige Ausbildung 
der Inneren Phase, ihr ausgewogenes Verhaitnis zum Gesamtkonzentrat und 
die Auswahl der je dazu passenden Tenside. 

Die erfindungsg mftss sp ntan dispergierbaren Konzentrate nthalten: 

0.1 bis 5 Gewichts-% inz Iner Est r der Form In (I) bis (IV), bzw. eine Kom- 

binati n s Icher Ester, s wie 
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5 bis 25 Gewichts-% eines als Hydrotrop, d.h. als Coemulgat r di nenden, 
pharmavertraglichen Ldsungsvermlttlers Oder L<>sungsmittelgemi8ches, 
5 bis 90 Gewichts-% eines pharmavertrAglichen Tensid s der Tensidge- 
misches, sowie wahiweise 

0 bis 10 Gewichts-% eines Vitamins oder Provitamins, 

0 bis 10 Gewichts-% eines Stabillsators, Radikalfangers oder Penetrations- 
verbesserers. 

Die erfindungsgemiiss anwendbaren Ol-in-Wasser Uitramikroemuisionen ent- 
halten: 

0,01 bis 5 Gewichts-% eines spontan dispergierbaren Konzentrates wie oben 
beschrleben, 

85 bis 99,99 Gewichts-% destiliiertes Wasser, 5%-ige Glucoselosung oder 
physiologische Kochsalzldsung (Ringerldsung), 

0 bis 10 Gewichts-% pharmazeutische Trdger- oder Zusatzstoffe und/oder 
HIifsmittel. 

Solche wdsserigen Uitramikroemuisionen weisen eine ermftssigte Oberfla- 
chenspannung von 28 bis 32 mNm-1 auf und einen niedrigen, inneren Wider- 
stand (d.h. eine dynamische Viskositat n bei 20"C) von ca. 1.0 cP s io-3 Pa.s. 

Die erfindungsgemdss einzusetzenden Tenside oder Tensidgemische konnen 
anionaktiv, kationaktiv, amphoter oder nicht-tonogen sein. Bevorzugt sind sie 
amphoter oder nicht-ionogen und haben ein HLB-Verhaitnis (d.h. eine "hydro- 
philic-lipophtlic balance") zwischen 2 und 18; vorzugsweise liegt es ftir Ge- 
mische zwischen 2 bis 6 einerseits und 10 bis 15 anderseits. HLB-Werte ge- 
ben Auskunft Uber die hydrophilen und llpophilen Eigenschaften eines 
Emulgators. Vgl. dazu "Hydrophile-Llpophile Balance: History and recent De- 
velopments'* von Paul Becher im Journal of Dispersion Science and Tech* 
nology 5 (1), 81-96 (1984). 

In hohem Masse bevorzugt zur Hersteilung von erfindungsgem^ssen, spontan 
dispergierbaren Konzentraten sind einerseits PhosphorsHureestertenside, wie 
Z.B.: das praktisch wasserfreie Tristyrylphenolpolyoxyethylen-18-phosphor- 
sMureester-triethanoiamin-Salz Tensid (TEA-Salz-Tensid) : 
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0 

II 

(-CH,-CHj-0 ^g— P— OCH, 
OH 

H^CHj 



(Soprophor® FL, RH6NE-P0ULENC): 
Diphasol® 3873 (CIBA-GEIGY). bzw. das identische Sermul® EA 188 (SERVO), 
ein Mischemulgator. bestehend aus je SO % der beidan Verbindungen mil den 
Formeln: 

O 
II 



OH 



O 

Cs H, O (-CH^-CHj-O ) u P OCH, 

OCH, 

Diphasol® 3873 (CIBA-GEIGY), ein Alkylphenol Polyglycolether-Phos- 
phat-TensId 
Tensid $08 (CIBA-GEIGY) 

O 

t (-CHj— CHj — 0 Ij— P" OCH, 

OCH, 

(Tensid 508. CIBA-GEIGY); 
TinovetIn® JU (CIBA-GEIGY), ein Hydroxybiphenyl-10-Ethoxy-Phosphorsaure- 

ester 

Butyl-mono-4-Ethoxy-Phosphorsaureester (Zerostat® AT, CIBA-GEIGY), 
bzw. 
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o 



CH 




OCH, 



OCH3 



(Zerostat <£> AN , CIBA-6EIGY) 
und anderseits Betainverbindungen, d.h. amphotere, salz- und wasserfreie 
Imidazolderivate, wia z.B.: 



CHjCH^COO^Me^ 

worin Met-**! fUr Wasserstoff, Alkali- und Erdalkallatome und Rx fiir Ci.32-Alkyl 
Oder C2.32*Alk6nylgruppen stehen. 

Verwendung finden auch *'Poly5orbate''-Verbindungen, wie z.B. Tween® 20-85 
(Atlas Cham. Ind. Inc.; bzw. ICI Speciality Chemicals) und sog. "multifunctio- 
nal glucose derivatives", wie z.B. Glucate€> SS (Methyl-Glucose-Sesquistea- 
rat) und Glucamate® SSE-20 (PEG-20 Methyl-Glucose-Sesquistearat) von 
Amerchol, Edison, U.S.A. 

Als Hydrotrop, d.h. als Coemutgator dienende, pharmavertragliche Ltisungs- 
mittel lassen sich einsetzen, z.B.: 

Ester elnes aliphattschen Alkohols (C3.18) mit einer allphatlsctien Carbon- 
saure (Cio.22)i wie etwa Isopropyllaurat, Hexyllaurat, Decyllaurat, Isopropyl- 
myristat, tsopropylpalmitat und Laurylmyristat; Kohlenwasserstoffe mit einer 
geraden Kohlenstoffkette (012.52), welche mit 6 bis 16 Methylgruppen substi- 
tuiert ist und 1 bis 6 Doppelbindungen aufweisen kann, wofUr Terpene wie 
Polymethylbutane und Polymethylbutene als Beispiele dienen mbgen. 
Mono-Ester aus Ethylenglykol Oder Propyienglykol mit einer aliphatischen 
Carbonsilure (Cfi.22), wie etwa Propylenglykolmonolaurat und Propylenglykol- 
monomyristat. 

Ester aus einem aliphatischen Alkohol (C12.22) mit Milchsaure, wie z.B. 
Myristyl- Oder vorzugswelse Lauryl-Lactat; Mono-, Di- Oder Triester des Gly- 
cerins mit einer aliphatischen CarbonsSiure (C6.22). wie z.B. Glyceryl-Capry- 
lat, Oder Miglyol® 812 Neutraldl (Oleum neutrale). 

Ester aus einem P ly(2-7)ethylenglyk Iglyzerin ther mit mindestens iner 
freien Hydr xylgruppe mit einer aliphatischen Carbonsaure (C6-22)t wie z.B. 



CH2CH2OH 
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aliphatische Alk h le (C12-22). s mit u.a. Oodecanol. Tetradecanol. Oleyl- 
alkohol, 2-Hexyldecan I und 2-Octyld can I. 

Ester mit mindestens einer frelen Hydr xylgrupp . aus Poly-(2-10)glykoi mit 
einer aliphatlschen Carbonstture (Caa). Monoether aus einem Polyelhylen- 
glykol mit einem aliphatischen Alkohol (C,2.ib). wie z.B. Polyoxyethylen (C,o)- 
octylether. 

Heterocyclische Verbindungen. wie z.B. 1-IWethyl-2-Pyrrolidon. 
Zwitterionische Verbindungen (Good-Puffer) wie z.B."HEPES" mit Formel: 4- 
{2-Hydroxyethyi)-piperazin-1-ethansulfon8aure, oder "CHAPS" mit Formel: 3- 
t(3.Cholamldo.propyl)-dimethyl-ammoniol-propan8ulfonat oder 

Biotenside Terpinylester der aligemelnen Formel (VI) : 

2 3 
R— COO— R (VI) 

worin R2 eine aliphatische C-.i-Alkyl. eine C,.„-Alkenyl- oder Alkapolyen- 
gruppe ist und r3 CItronellyl-. Farnesyl-. Geranyl-. Isophytyl- oder Phytyl- 
bedeutet. sowie geradkettige Carbonsaureester von DL-a-Tocopherol, insbe- 
sondere das Undecenoat und das Laurat. 

Alle technischen Tenside wurden vor dem Eintrag in die spontan disper- 
gierbaren Konzentrate mittels Filtration, bzw. Chromatographie Uber neutra- 
lem Alumlniumoxyd mit einem inerten Ldsungsmittel wie z.B. Tetrahydro- 
furan, Ethylalkohol oder Dichlormethan gereinigt. 

Als rusJltze in die erfindungsgemttssen spontan dispergierbaren Konzentrate 
eignen sich Vitamine und Provltamlne (wie z.B. Vitamin A-SHure. Retinol, 
Tocopherole). sowie auch ausgewUhlte Penetrationsverbesserer ("Flux en- 
hancers") und Radikalflinger. 

VERFAHREN Hit Bioflavonoid-Perester mit mittel- und langkettigen Carbon- 
sSuren 

1.0 Herstellung 

1.1 M:.rh vorschrift A: Aufarbeitung unter Verwendung von Wasser. Einen bei 
150-C getrockneten Drelhalskolben geeigneter Grosse mit MagnetrUhrer ISsst 
man sich Im Na-Strom auf RT abkUhlen. Dabei versieht man Ihn gleichzeitig 
mit einem Ableitrohr und Gaszahler. einem Thermometer, sowie einem Sep- 
tum. Darauf gibt man 1 g wasserfreies Flavonoid zu und lost dieses In 10 ml 
abs. Pyridin. wenn notwendig durch kurzes Erhitzen ilber dem Infrarot- 
brenner. Hierauf AbkUhlen auf RT und VerdUnnen mit je 10 ml abs. Benzol 
und Dichlormethan. Anschliessend weiteres Abkuhlen auf 0' bis -5°C. Nun 
werden mit einer Sprltze via Septum die zur Erzielung einer v llstandig n 
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V r Sterung n twendigen Aquival nte^Saurechl rid tr pfenweise und unt r 
gutem RUhren zugegeben. Dabei bildet sich rasch ein weisser Niederschlag 
von PyridinhydrochI rid. Vorteilhaft wird der Ansatz iiber Nacht weiter- 
gerUhrt, wobei man ihn aut RT kommen iSsst. Die Aufarbeitung erfolgt durch 
Zugabe von 50 ml verdUnnter Sole |z.B. 5%-lger Kochsalziesung) und ISO ml 
Lttsungsmlttel. einschllesslich der zum Transfer in einen Scheldetrlchter er- 
forderlichen Menge. Je nach Lbslichkeit besteht das Lttsungsmittel aus Pe- 
trolether (30-60») oder aus seinem Gemisch mit Benzol Oder aus reinem Ben- 
zol. Nach Verwerfen der Hypophase wird mit vier welteren Portionen zu je 50 
ml gewaschen. Treten beim AusschUtteIn Emulsionen auf, so ist es zweck- 
massig. diese durch Filtration durch sine Schicht von Celite zu brechen. 
Der erhaltene. meist blassgelb gefarbte Extrakt wird kurz uber wasserfreiem 
Na,S04 Oder MgSO* getrocknet. dann filtriert und im Vakuum eingedampft. 
Das anfallende. ttlige oder kristalline Produkt wird dann in ein geeignetes 
Kristalllsationsgefllss obergefUhrt und aus 2.Propanol oder aus Benzol/Ace- 
tonitril Oder aus Dichlormethan/Acetonitril umkristallisiert. Erhalten werden 
farblose bis schwach gelb gefHrbte Perester der eingesetzten Flavonoide. Sie 
werden bei 40-S6»C und 0,01 Torr getrocknet. 

i 9 ti».^H vorschrift B; Aufarbeitung unter wasserfreien Bedingungen. 
Die Veresterung wird nach Vorschrift A ausgefOhrt. Die entstandene Suspen- 
sion wird iedoch direkt auf eine trocken gestopfte saule aus 100 bis 150 ml 
Kieselgel 60 (0.063-0.200 mm. Merck 7734), vorgewaschen mit Benzol/Aceton 
99:1, gegeben und hierauf mit demselben Lbsungsmittel entwickelt. Die rasch 
laufende. blass-zitronengelbe Hauptzone wird aufgefangen, im Vakuum einge- 
dampft und der meist kristallin anfallende RUckstand wie unter 1.1 angegeben 
umkristallisiert. 



1.3 Bemerkungen. 

- Mit grbsseren Ansatzen ist die Aufarbeitung nach Vorschrift A zweckmas- 
sig, well Sie meist htthere Ausbeuten liefert und zudem kostengunstiger ist. 
Eine Aufarbeitung nach Vorschrift B vermeidet nicht nur lastige Emulsionen; 
sie bringt auch rascher reine Produkte und ist zeltsparend. Der Gehalt an 
Pyrldin desaktlviert das Kieselgel und schont damit auch labile Ester an der 
H0-C(5). 

- Die eingesetzten Flavonoide wurden bei 130-C/O.OOI Torr wShrend 20h ge- 
tr cknet. 

- Acylgruppen an H0.C(5) sind labil, vor allem solche mit relativ kurzen 
Ketten. Die Transacylierung tr.tt vornehmlich mit primaren Alkoholen rasch 
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ein. MIt sekundaren Alk h len ist sie stark rmSssigt. Deshalb kann 2- 
Propan I zum Omkrlstalllsieren verwendet werden. Der Nachweis ein r freien 
H-O-C(S) lasst sich bequem mit dem NMR anhand der Bande bei ca. 12.5 ppm 
fiihren. 

- Zur groben UberprOfung der Relnhelt der Flavonoid-Ester eignet sich die 
rasche DUnnschichtchromatographie auf Kleselgel mit Cyclohexan/Aeeton 
17.5:2.6 und Detektion im kuri- und langwelllgen UV. Die Perester zeigen 
hohe und relativ wenig unterschiedliche Rf-Werte; jedoch kdnnen polare Ver- 
unreinigungen lelcht erkannt werden. 

. Quantitative UV-Spektren wurden in Dichlormethan aufgenommen, angefUhrt 
sind Xmax. nm- und s-Werte. Die Extinktionen wurden mit dem MG der Per- 
ester berechnet. 

- iR.spektren wurden in CHCI, gemessen. Angegeben sind Banden im Funda- 
mentalbereich bei cm ^ ss = sehr stark, m = mittelstark. w = schwach mit 
quaiitativer Abschatzung ihrer Intensitat. bezogen auf die starkste Bande. 

- Massenspektren melst mit ESI (Elektrospray mit CHCI,/Methanol + Nal). 
sonst CI (chemische lonisation mit NH,): Auswahl von wichtigen Fragment- 
ionen mit m/z und Intensltttt. 

- 1H-NMR-Spektren wurden in CDCI,-L6sung bei 300 MHz aufgenommen. an- 
gegeben sind ausgewahlte Signale und Ihre S-Werte in ppm. 

- schmelzpunkte wurden im offenen Rfthrchen bestimmt und sind nicht korri- 
giert. in mehreren Fallen werden Intervalle beobachtet. die offensichtlich auf 
Phasenumwandlungen zurUckzufUhren sind. 



2.0 Aioiaeninp erester 

8 ^s^O^^v y>-OCOR 

R 

OCOR b 

i: R « (CH2)l0CHj 
I: R = (CH2)i4CHj 




2.1 Apiaenintriiaurat (1) 

C6,H7.0b (817.12): Ausbeuten: 80% nach Vorschrift A. 65-/. nach Vorschr.ft B; 
rahmweisse Kristalle aus DichI rmethan/Acetonitril; Smp. 103.5-105.5''C. 
yV . 230 (18 300). 275 (37'500), 303 (22'700). sh. 330 (14'000). 
IR : 2924 ss. 2856 s. 1398 m. 1760 s, 1657 ss. 1620 ss. 
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MS : 657.5 (100%) [Dilaurat ♦ NaJ*. 

NMR : 1.05 [t, «.-CH,); 1.44 (s. Kett.n-CH,); 1.93//2.75 (je m a-CHa): 6.7-8.0 
(Aromat npr t nen. darunter 6.86 s, H-C(3)); 12.7 (s, HO-C(5). Spur). 
Verbrennunosanalvse ; Bar. C 74.96 H 9.38% 

Gef. C 75.00 H 9.49% 

2.2 /Voiaenintr ipalmitat (2) 

CejHiooOa (985.43); Ausbeute 70% nach Vorschrift B; nahezu farblose Krl- 

stalle aus Dichlormethan/Acetonitril; Smp. 101-102"C. 

yv : 232 (18'900), 276 (39*400), 303 (22'700), sh. 330 (14'900). 

iR (CH2CI2) : 2926 ss. 2853 5. 1762 m-s, 1758 s, 1620 ss, 1597 m-s. 

NMR : 0.90 (*. o>-CH,): 1.29 (s, Ketten-CHj); 1.8//2.6 (je m a-CHj): 6.6-7.9 

(Aromatenprotonen, darunter 6.72 s. H-C(3)); 12.7 (s, HO-C(5). Spur). 




OCOR O 

3: R = (CH2)ioCH3 

4: R=(CH2)i4CHj 
3.1 Chrvsindilaurat (3) 

C,9H6406 (618,82); Ausbeute 69% nach Vorschrift A; blassgelbe Kristalle aus 
Benzol/CHjCN; Smp. 134'C. 

yv : 230 (16'000), 270 (48'100),sh. 295 (24'600), 327 (15*700) 

IR : 2925 ss. 2853 s. 1763 s. 1656 SS, 1619 ss. 1593 w, 1572 w (nur gering- 

fUgige Unterschiede zu Quercetlnpentalaurat) 

fiflS : 1333 (69%) (3 Monolaurat ♦ Na]*; 1260 (19%) (2 Dilaurat -118 ♦ Na]*; 
1078 (42%) (Dilaurat ♦ Monolaurat ♦ Na)*; 896 (100%) [2 Monolaurat ♦ Na)*; 
641 (44%) (Dilaurat ♦ Nal+; 460 (98%) [Monolaurat + NaJ+; 

NMR : 0.94 (t. <»-CHj); 1.34 (s. Ketten-CHj); 1.8/2.6 (je m. a-CH,); 6.6-7.9 
(Aromatenprotonen. darunter 6.78 (s, H-C(3)); 12.8 (s. HO.C(5), Spur). 
Verbrennunosanalvse : Ber. C 75.69 H 8.80% 

Gef. C 74.78 H 7.55% 

C 74.37 H 7.32% 

C 74.44 H 7.03% 

C 76.29 H 7.78% 
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Umkristallisati n aus Benzol/2-Pr panol llefert das M nolaurat. 
Verbrennunasanalvse : Ber. C 74.28 H 7.39% 

Gef. C 74.18 H 7.16% 

C 73.92 H 7.28% 

C47HT0OS (731.03); Ausbeute 70% nach Vorschrift A; blass-brSunlichgelbe 
Kristalle aus Benzol/0» oder aus Dichlormethan/Acetonitril; Smp. 104-108'C. 
y\t : 230 (16'800). 270 (43'500),sh. 296 (22'300). 327 (13'300) 

IR : 2923 s$. 2866 S. 1766 s. 1648 ss, 1619 ss. sh. 1696 w. 1672 1^ (nur ge- 
ringfUgige Unterschiede zum SpeKtrum von Quercetinpantalaurat) 
MS (CI mil NHj) : 493.2 (100% [M+1-126.6J 

NMR : 0.87 (f. «.-CH,): 1.25 (s. Ketten-CHj): 1.8/2.6 (je m. a-CHj); 6.5-7.9 
(Aromatenprotonen. darunter 6.72 (s, H-C(3)); 12.7 (s. HO.C(5), Spur). 
Vprbrennunosanalvse : Ber. C 77.22 H 9.66% 

Gef. C 77.36 H 9.60% 



3.2 nhfYsindioalmitat (4) 

C,9H,40, (618.82); Ausbeute 69% nach Vorschrlft A; blassgelbe Kristalle aus 
Benzol/CHsCN; Smp. 131 .6-132.6»C. 

yV : 230 (16*000), 270 (48'100),sh. 295 (24*600), 327 (15*700) 

IR : 2926 ss. 2863 s, 1763 s. 1656 SS. 16190 ss. 1693 w. 1672 w (nur gering- 

fiiglge Unterschiede zu Quercetinpentalaurat) 

MS : 1333 (69%) [3 Monolaurat ♦ Na)*; 1260 (19%) [2 Dllaurat -118 ♦ Nal+: 
1078 (42%) [Dllaurat + Monolaurat * Na)*; 896 (100%) (2 Monolaurat ♦ Nal+; 
641 (44%) [Dllaurat + Nal+; 460 (98%) (Monolaurat + Nal+; 

NMR : 0.94 (t. a,-CH,); 1.34 (s. Ketten-CH,); 1.8/2.6 (je m. a-CH,); 6.6-7.9 
(Aromatenprotonen. darunter 6.78 (s. H.C(3)): 12.8 (s. HO-C(5). Spur). 
verbrennunasanalvse : Ber. C 75.69 H 8.80% 

Gef. C 74.78 H 7.55% 

C 74.37 H 7.32% 

C 74.44 H 7.03% 



wo 98/11889 PCT/CH97/00168 

..15-- 

4.0 Kamoferolperester 
9 ^ — OCOR 




OCOR 

dCOR o 

5: R s (CH2)ioCH3 
i : R a (CH2)i4CH3 

4.1 Kampferoltetralaurat (6) 

C,3H980io (1015,41); Ausbeuten: 90% nach Vorschrift A, 70% nach Vorschrift 
B; hellzitronengelbe Kristalle aus Et20/CHjCN; Smp. 85.5-98"C 
UV : 230 (25*700). 268 (36'000), 307 (2r600). 338 (20*100). 

IR : 2930 ss, 2850 s, 1765 s. 1665 s, 1645 s. 1617 s (Nur geringfugige 
Unterschiede gegenUber Quercetinpentalaurat). 

WIS (CI, NH3) : 833.2 (17%) (M+l-xl*; 651.2 (81%) (M+1-2xl+: 469.2 (100%) 
(M+1-3X1+; 287.1 IM+1.4xl+; x « m/2 182 (aus der a-Spaltung am Ester) 
NMR : 0.81 {t, ©-CH3); 119 (s. Ketten-CH:); 1.7/2.5 (je m a-CHz); 6.1-7.8 
(Aromatenprotonen); 12.1 (s, HO-C(5), Spur). 

Verbrennunasanalvse ; Ber. C 74.51 H 9.73% 

Gef. C 74.62 H 9.59 % 

4.2 Kampferoltetraoatmitat (6) 

CtjHisoOio (1239,83); Ausbeute 76% nach Vorschrift B; heilgelbe Kristalle aus 
Benzol/Acetonitril; Smp. 105-110-0 (aus 2-Propanol kristallisiert) 
UV : 230 (26'700), 268 (35*900), 307 (21*600), 338 (20*100). 

iR (CH3CI2) : 2922 ss. 2860 m, 1765 m. 1664 m, 1617 s (nur geringfugige Un- 
terschiede gegeniiber Quercetinpentapalmitat). 

MS : (DCI. NH3): m/z 1239.8 (15%, M+: daneben Peak mit M++1, M+-1, M+-2. 
sowie m/z 1001.7 (15%), 763.5 (45%), 525.3 (100%). 287.3 (50%). Es handelt 
sich urn die konsekutive Abspaltung von vier Pamitoylradikalen. 
NMR : 0.83 (t, W-CH3); 1-20 (s, Ketten-CH2); 1.7//2.5 (je m a-CHj); 6.1-7.8 
(Aromatenprotonen); 12.1 (s, H0-C(5), Spur). 
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3.0 M rinoerester 

OCOR 




OCOR 



1 : R = (CH2)ioCH3 
8 : R = (CH2)i4CH3 
5.1 Morinoentalaurat (D 

CtbHuoOii (1213.71); braunliches. viskoses 6l. farblos nach Chromatogra- 
phie an Kieselgel mit Benzol/Aceton 17:3; Ausbeute nach Vorschrift A 90% 
yV : 232 (30*800), 252 (30*400), sh.ca. 295 (16*500). 

m : 2923 ss, 2853 s, 1766 s, 1712 w. 1640 m, 1622 m (nur geringfUgige Unter- 
schiede zu Quercetinpentalaurat). 

J4S : 1236 (81%. [Pentalaurat + NaJ*; 1064 (100%). [Tetralaurat + Na)+ . 

NMR : 0.91 (», «,-CH,); 1.28/1.30 (Ketten-CH,); 1.64/1.78/2.6 (m a-CHj); 6.60-7.6 

(Aromatenprotonen); 12.14 (s, HO.C(5), Spuren). 



5.2 MorinDentaoalmitat (8) 

C7sH„oO,2 (1494.23); fast farblose Kristalle aus Benzol/2-Propanol; Ausbeute 
nach Vorschrift A 90%; Smp. 57-57, S'C. 

UV : 232 (24*200), 248 (23*500), 286 (14*400), sh. 304 {13*300). 

IR : 2921 ss, 2850 s. 1767 s. 1652 s. 1622 s (Nur geringe Unterschiede zum 

entsprechenden Quercetinderivat). 

fAS : 1517 (100%) [Pentapalmltat ♦ Nal+; 1279 (31%) Tetrapalmitat +Nal+. 
NMR : 0.91 {t, <o-CH,): 1.30 (d. Ketten-CH,); 1.66/1.78/2.6 (je m a-CHj); 6.6-7.6 
(Aromatenprotonen); 12.15 (s, HO-C(S). Spur). 
Verbrennunasanalvse : Ber. C 76.36 H 10.79% 

6ef. C 76.32 H 10.39 % 
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6.0 Quercetinoerester 




OCOR 



OCOR O 



CHr-(CHj)5 CH, 

10: R= a J*u 
~ CHj (CHj)j CH=CH2 

11 : R ■ o » 
— CHj (CH,); CH, 

11 : R = tt « 

CHj— (CHj)^^— CH, 

6.1 Quercetinpentacaproat (9) 

C45HsoO,2 (792.93); Ausbeute nach Vorschrift A 60%; umkristallisiert aus 2- 

Propanol, rahmweisse Kristalle, Smp. SS-se'C. 

UV : 231 nm (e 23'900), 269 (37'600), 298 (2r000). 333 (11*600) 

IR : 2962 ss, 2933 s, 2870 m, 1770 ss, 1667 s, 1616 ss. 

MS : 717 (100 %), [Tetracaproat + NaJ+ 

NMR : 0.89 (t, (o-CHj); 1.352 und 1.714 (Ketten-CHj): 2.52 (m. a-CHj); 6.53 (d, J 
= 1,8. H.C(6)); 6.79 (d. J = 1.7. H.C(8)); 7.25 und 7.65 (in. H-C(2'.5'.6')): 12.1 (S. 
HO-C(S), deutlich). 

X/arbrennunosanalvse : Ber. C 68,16 Ber. H 7,63% 

Gef. C 68.04 Get. H 7.70% 

6.2 Quercetiopentaund ecenoat (10) 

C70H100O12 (1133.60). Ausbeute nach Vorschrift A 75%; umkristallisiert aus 2- 

Propanoi, blassgebliche Kristalle. Smp. 63.64»C. 

UV : 230 (22'600). 373 (35'690). 292 (18'800). 339 (12'200). 

IR : 2930 ss. 2856 m, 1769 ss, 1650 $, 1639 s. 1620 s. 

Ml : 1186 (100%), (Pentaundecenoat ♦ Nal+; 990 (32%) [Tetraundecenoat ♦ 
Na]* 

NMR (400 MHz) : kein «.-CH,; 1.33/1.75/2.04/2.56/2.73 (je m, CHz-Gruppen); 
4.98 (m, 5«-CH2): 5.81 (m. v-CH); 6.58 (d. J = 2.2. H-C(6)); 6.84 (d. J = 2.2. H- 
C(8)): 7.3/7.7 (je m. H-C(2',5'.6')); 12.12 (HO.C(5), Spur). 
Verbrennunasanalvse : Ber. C 74,17 Ber. H 8.89% 

Gef. C 74,09 H 8,78% 
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6.3 quercetinpentalaurat (H) 

Cr5Hi2oOi2 (1213.71); Ausbeut nach Vorschrlft A 76%; rahmweisse Kristalle 

aus 2-Pr panol; Smp. 84,S-86"C. 

yv : 233 (20*900), 270 (29'200), 300 (18*200). 

IR : 2927 ss, 2865 $,. 1770 SS, 1654 s, 1616 s. 

MS : 1236 (26%). (Pentalaurat + Na)*; 1054 (100%) [Tetralaurat ♦ Na]+ 

NMR : 0.93 (t. a>-CHs); 1-31« (s. Ketten-CHj); 2.6 (m 0-CH2); 6.62 (d, J = 2,2, H- 

C(6)); 6.89 (d. J = 1.4 H.C(8)): 7.3 und 7.8 (je m. H.C(2*.5*,6')); 12.16 (HO-C/5). 

deutlich). 

Verbrennunasanalvse : Bar. C 74,21 Ber. H 9,97% 

Gef. C 74,08 Gef. H 10,13% 



6.4 Quercetlnpentapalmitat (U) 

C95Hi6oO,2 (1494,23); Ausbeute nach Vorschrift A 80%; fast farblose Kris 

aus 2-Propanol; Smp. 90,6-91,5»C. 

yv : 233 ( 20*800), 262 (23*800), 299 (19*900). 

IR : 2929 ss. 2868 s, 1771 s, 1666 s, 1622 s. 

iflS : 1518 (100%), [Pentapalmitat ♦ NaJ+. 1278 (80%, [Tetrapalmitat + Na]+ 
NMR : 0.90 (t. o-CH,); 1.29 (s. Ketten-CHj); 2.6 (m a-CHj); 6.60 (d, J - 2, 
C(6)); 6.86 (d, J = 2,1 H-C(8)); 7.3 und 7.7 (je m, H.C(2*.5*,6')). 
VerbrennunoBanaivse ; Ber. C 76,36 Ber. H 10,79% 

Gef. C 76,38 Gef. H 10.86% 



7.0 Genisteinester 



O 




OCOR 



13a ; R1 - r2 = CO{CH2)10CH3 

13b : R2 » H, R1 = CO(CHj)loCH3 

14a : R1 = R2 = CO(CH2)l4CH, 

14b : R2 = H. R2 = CO(CH2)l4CH, 

7.1 G«^nistftindilaurat (13) 

Zwar kann unter forci rten Acylierungsbedingungen ein Trilaurat (13a) e 
ten warden, doch erweist sich dieses bei der Aufarb itung als s labil. 
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in mehr oder weniger v llstJlndiger Obergang In das 7,4'-Dilaurat (13b) ein- 
tritt. 

C,9H6407 (634,82; Ausbeute 70% nach V rschrift A und Umkristallisati n aus 
2-Propanol; farblose Kristalle ; Smp. 96.5-97*C. 
Uy : 232 (22M00), 252.5 (32*600). 324 (4*800). 
IR : 2923 ss, 28S5S, 1768s, 1650SS, 1620s. 

MS (ESI): (839.6 [Trilaurat+Na]+; 721.7 ITrilaurat-118+Nal+; 657.8 IDilaurat+ 
Nal+ 

NMR : 0.81 (r. -CHs); 120 (s,Ketten-CH2); 6.5-7.9 (Aromatenprotonen. darunter 
7.89 (s, H-C(2)); 12.7 (s, HO-C(S). 
Verbrennunasanalvae : Ber. C 73.78 H 8.57% 

Gef. C 73.62 H 8.21% 



7.2 Genisteindipalmitat < 14bl 

C47H70O7 (747,03): Ausbeute 85% nach Vorschrift B; farblose Kristalle aus 

Propanol ; Smp. 101-102»C. 

UV : 230 (15*600). 256 (36*000), 326 (5*300). 

[R (CH2CI2): 2928SS, 2855s, 1760s, 16S2s, 1622in-s. 1592ni. 

MS : (DCI, NH3): m/z 746.6 (M*-1); 507.4 (M+-Palniitoyl; 85%); 269,1 (507. 

PalmitoyI; 70%). . 

NMR : 0.91 [t, -CH3); 1.30 (s, Ketten-CH2); 6.6-8.0 (Aromatenprotonen, darunt 
7.99 (s, H-C(2)); 12.8 ($, HO-C(5). 
Verbrennunasanalvse : Ber. C 76.66 H 9.4% 

Gef. C 75.60 H 9.16% 
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8.0 ZUSAMMENSETZUNGSBEISPIELE von rfindungsgemSss n, spontan cms- 
p rgl rbaren KONZENTRATEN, welche di WIrkstoffe der F rmein (I) bis (IV) 
enthalten und welche. wenn sie mil Wasser oder 5%-Glucoselttsung oder phy 
siologischer Kochsalzlttsung (Ringerlttsung) verdUnnt werden, thermodyna- 
misch stabile ULTRAMIKROEMULSIONEN mit Mizellen ergeben. welche einen 
hydrodynamUchen Radius von 2.2 bis 3.0 nm aufweisen. 

a) 0,1 bis 5 Gewichts-% eines oder mehrerer Ester von ausgewUhlten 
Bioflavanold-Verbindungen der Formeln (I) bis (IV), 

S bis 25 Gewichts.% Isopropylmyristat. Isopropylpalmitat, CHAPS, HEPES 

Oder NeutralOi, wie z.B. MIglyol® 812 (Dynamit Nobel oder HUls). 

0 bis 45 6ewlchts-% eines Phosphorsaureester-Tensldes, wie z.B. Diphasol® 

3873 (CIBA-GEIGY). Tensid 508 (CIBA-GEIGY). Zerostat® AN oder AT (CIBA- 

GEIGY), Tlnovetln® JU (CIBA-GEIGY), Soprophor® FL (RH6NE-POULENC), 

5 bis 90 Gewichts.% Invadin JFC 800% (CIBA-GEIGY) und/oder TWEEN®-20 

bis TWEEN®-85 (ICI SPECIALITIES), und wahlweise 

0 bis 10 Gewlchts-% eines Vitamins oder Provitamins, 

0 bis 10 Gewichts-% eines Penetrationsverbesserers. Radikalfangers oder 
Stabilisators. 

b) 0.5 bis 5 Gewichts-% eines oder mehrerer Wirkstoffe der Formeln (I) bis 
(IV). 

0 bis 5 Gewichts-% CHAPS Oder HEPES, 

5 bis 25 Gewicht8-% eines oder mehrerer biotensider Terpinylester der all- 
gemeinen Formel (VI) : 

R— COO— (VI) 
worm r2 eine Cj.ji-Alkyl-. eine C,.„-Alkenyl- oder eine Cai-Alkapolyen- 
gruppe ist und R3 Citronellyl-, Farnesyl-. Geranyl-, Isophytyl- oder Phytyl- 
bedeutet, 

35 bis 45 Gewichts.% Invadin® JFC 800% und/oder TWEEN®-20, -80 Oder -85. 
35 bis 45 Gewichts-% Soprophor® FL oder Diphasol® 3873. 

N.B.: INVADIN® JFC 800% (CIBA-GEIGY) ist ein wasserfreies tert. Octyl- 
phenylpolyoxyethylenether-Tensid mit 9 bis 10 Oxyethylen Gruppen. 
SOPROPHOR FL (RHONE-POULENC) ist ein praktisch wasserfreies Tr.styryl- 
polyoxyethylen-1 8-phosphorsJiureester TEA-Salz-Tensid. 

CHAPS (Fluka 26'680: Merck-Index 11.2034) ist eine zwitteri nische Verbin- 
dung mit Formel: 3-((3-Ch lamid -pr pyl)-dim thylammoni i-propansulf nat. 
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HEPES istein Good-Puffer: 4.(2.Hydr xyethyl)-piperazin-1-ethansulf nsaure. 
TWEEN® 20 1st ein Poly xy thylen-(20)-s rbitan-m noJaurat-Tensid (CAS-Nr. 
9005-64-5). [Polys rbate 20 in d r CTFA Classificatt n]. 

TWEEN® 80 ist ein Polyoxyethyien-(20)-sorbitan-monooleat Tensid (CAS-Nr. 
9005-65-6). [Polysorbate 80 in der CTFA Classification]. 

TWEEN® 85 ist ein PolyoxyethylenM20)-sorbltan-trioleat Tensid [Polysorbate 
85 in der CTFA Classification]. 

9.0 BEISPIEL fiir die pharmazeutlsche Herstellung eines SystemprSparates mil 
erflndungsgemSssen Konzentratan in dar Form von "muitipie units'. 

a) Granulierung 

Metolose® 90 SH-4000 (Shin-Etsu Chemical) 90.0 g 

Avicel® PH-101 9 
Erfindungsgemasses MARIGENOL®-KONZENTRAT 139.4 g 

Aerosil® 200 9 

£ 390.0 g 

Granuliercn/Formen im Schnellmixer Oder Im Rotationsbett unter Zusatz von 
110 g Ethanol, brechen, sieben 18 bis 42 mesh, trocknen 24h bei 40**C. 

b) MSR- und RETARD-Ausriistung 

Im Rotationsbett mit AQOAT® AS-HG (Shin-Etsu Chemical) und Talk 

c) Zusammensetzung fertiges Granulat/bzw. Micropellets 
Kernmaterial "'^ 
Erfindungsgemasses MARIGENOL®.KONZENTRAT 25 % 

MSR-Beschichtung 

2^ 100 % 

N.B.: MSR = Magensaft-Resistenz. Die Pellets/Granulate gem^ss a) kttnnen 
auch ohne Befilmung unmittelbar in Kapsein abgefUllt werden. welche aus 
AQOAT® (HPMC-AS-M Oder HPMC-AS-N) hergestelit sind, mit Aceton/Ethanol 
1:1 verschlossen werden und so die Funktionen der MSR und der verzogerten 
Abgabe (Retard) angemessen steuern. 
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Blologische Rrtifungen, 

Di antitum ral Wirkung v n spontan dispergierbaren K nzentraten gemiiss 
den Zusamm nsetzungsbeispiel n a) und b) wird anhand folgender PrUfungs- 
ergebnisse bestiitigt: 

1,0 In vitrO'Tests mit geeigneten TumorzeU-Unien 

Es wurde ein biologisches Assay-System entwickelt, das mit Mikrotiter- 
platten und Verdilnnungsreihen arbettet. Angesetzt werden je 10^/ml Tumor- 
zellen in Kuiturmedium RPMI 1640 mit 10% fotalem Kalbserum inaktiviert 
(GIBCO); sie werden so undicht ausgesilt, dass sie wikhrend des Assays in 
nichtkonfluenten Monoiayers wachsen kdnnen. Die Probenzugabe erfolgt 
nach 6 bis 24 Stunden, mit 100 |ji pro Reihe, die man im 1. Loch mit 100 \i\ 
Medium versetzt. Davon wird die Hiklfte entnommen und in das folgende Loch 
eingebracht, wieder mit 100 pi Medium versetzt, usf. Es entsteht eine geo- 
metrische VerdUnnungsreIhe 

Die Proben werden im Plaque Assay wahrend 3 bis 5 Tagen bei 37**C mit 3V^% 
CO} inkubiert. Anschiiessend fdrben/fixieren mit 0,1% Kristallviolett (Fluka, 
Buchs) in einer LOsung von 70% Methanol, 1% Formaidehyd, 29% Wasser. Die 
Auswertung wird am Mikroskop vorgenommen, Vergrbsserung 300-fach. Man 
bestimmt die grOsste cytotoxische VerdUnnung. Die quantitative Auswertung 
lasst sich auch mittels Scanning und Absorptionsmessung am Spektrophoto- 
meter vornehmen. 
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2.1 Z lltoxizitdt der MARIGENOL(S>-KONZENTRATE 

geprltft an PyS-Zelten (Poly ma Virus transformierte 3T3 Maus-Fibroblasten) 

PyS ZytotoxIzltStS'TBSt 
24. . 28.4.1 99S 



2%-Konzentrate 
mit QUERCETIN- 
PENTA-ESTERN 


24 h 
Exposition 
Konzentrat 

W.S. 


48 h 

Exposition 
Konzentrat 
W.S. 


72 h 
Exposition 
Konzentrat 

W.S. 


(C8:0)S - 

OUPRPPTIM 
WUCr\wC i in 


64'000 

J. A MIO. 


128*000 

e A Min 
0.4 MIO. 


256*000 

2.0 MIO. 


(C,t:i)5- 

QUERCETIN 


128*000 
6.4 MiO. 


512*000 
25.6 Mio. 


512*000 
25.6 Mio. 


(Cii:i)5- 

QUERCETIN 

Anaiysenrein 


256*000 
12.8 Mio. 


512*000 
25.6 Mio. 


1*024*000 
51.2 Mio. 


(Ci2:0)5 - 

QUERCETtN 


128*000 
6.4 Mio. 


256*000 
12.8 Mio. 


1*024*000 
51.2 Mio. 


{Ci6:0)5 " 

QUERCETIN 


256*000 


512*000 
25.6 Mio. 


1*024*000 
51.2 Mio. 



Grosste zytotoxische Verdiinnung: 

auf Konzentrat-, bzw. W.S.-Gehalt berechnet. 

Zu den eternalisierten Py6-Zellen vgL: "Biochemistry", Coordinating Editor 
Geoffrey L. Zubay, Addison-Wesley Publishing Company, 1983 . p. 1079. 
Vgl. auch ''Molecular Cell Biology'*, second Edition, by J. Darnell, H. Lodish, 
D. Baltimore; Scientific American Books, Chapter 5: Viruses, Structure and 
Functions, pp. 177-188. New York, 1990 (W.H. Freeman & Co.) 
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2*2 Zelltoxizitat der MARiGENOL(8>*KONZENTRATE / FORTSETZUNG 

gepruft an Py6-Zellen (P ly ma Virus transformierte 3T3 Maus-Fibroblasten) 



Py« ZyiotoxizimS'TBSt 
Juli 1995 



1%-Konzentrate 
mit FLAVONOID- 
ESTERN 


24 h 

Exposition 
M.E. 1:100 
W«S. 


48 h 

Exposition 
M.E. 1:100 
W.S. 


72 h 
Exposition 
M.E. 1:100 

W.S. 


APIGENIN- 
TRIPALMITAT 


32*000 
3.2 Mio- 


128*000 
12.8 Mio. 




CHRYSIN- 
DILAURAT 


128*000 
12.8 Mio. 


512*000 
51.2 Mio. 


1 Mio. 
100 Mio. 


CHRYSIN- 
DIPALMITAT 


128*000 
12.8 Mio. 


512*000 
51.2 Mio. 


512*000 
51.2 Mio. 


GENISTEIN- 
DIPALMITAT 


32*000 
3.2 Mio. 


256*000 
25.6 Mio. 




KAMPFEROL- 
TETRAPALMITAT 


32*000 
3.2 Mio. 


128*000 
12.8 Mio. 




MORtN- 

PENTALAURAT 


128*000 
12.8 Mio. 


1 Mio. 
100 Mio. 


1 Mio. 
100 Mio. 


MORIN- 

PENTAPALMITAT 


64*000 
6.4 Mio. 


512*000 
51.2 Mio. 


512*000 
51.2 Mio. 



Grosste zytotoxisctie Verdunnung: 

auf Mikroemulsion, bzw. W.S.-Gehalt berechnet. 
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2.3 In-vitr -PrOfung an humanen Turn rieU-Llnlen (Dosis-AbhSngigk«lt) 

VITALITATSTEST 
QUERCETIN'PENTA'IO-UNDECENOAT 

1 X 104 zellen pro Loch 

Proliferationstest (Tritium: 1 nCi/weli H+) 



ZELL-LINIE 


LC 89 




U 937 




VERDUNNUNGEN 


cpm 


% 


cpm 


% 


10-2 . 1 : 100 


470 


16 


788 


0.4 


10-3 s 1 : VOOO 


628 


21 


838 


0.4 


10-4 = 1 : 10*000 


10*064 


347 


79*515 


40.7 


10-5 = 1 : 100*000 


3*506 


120 


204*835 


104 


10-6 = 1 : VOOO'OOO 


3*465 


119 


197*321 


101 


10-7 = 1 : rooo'ooo 


4*098 


141 


199*231 


102 


Kontrollen: 


2*906 cpm 




195*125 cpm 





LC 89 : Lungen-Adenokarzinom 
U 937 : Akute mieloide Leukdmie 

Arbeiten durchgefUhrt von Dottoressa Anna Rita GUARINI, University degli 
Studi di Torino, Clinica medica, 13. bis 16.6.1995 . 

AUSWEIS: %-Vitalltat nach 48 Stunden mit 2%-MARIGENOL<8>.KONZENTRA- 
TEN, als wdsserige Ultramikroemuision dem Medium einmalig beigegeben. Bei 
der Beurteilung beachte man die verhattnismdssig kurze Expositionszeit von 
48 h, Verdunnung 1:10^ = 10*000 ppm Konzentrat, 200 ppm Wirksubstanz; etc. 
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2.4 In-vltro'PrQfung mn hum nen TumorzeihLinien 
(DosiS'Wirkungs^Beziehung) 

ViTAUTATSTEST / 1%'MARIQENOL'KONZENTRATE 
Erythrozyten-LEUKAMIE K BB2 

1 X 10^ Zellen pro Loch 

Proliferationstest (Tritium: 1 ^Ci/well H'*') 



PRAPARAT 

VERDUNNUNG 


10-3 

cpm 


% 


10-4 

cpm 


% 


10- 

cpm 


-5 

% 


MORIN- 

PENTALAURAT 


448 


0.8 


r083 


2.1 


14*818 


29.6 


MORIN- 

PENTAPALMITAT 


544 


1.0 


899 


1.7 


23*666 


47.2 


CHRYSIN- 
DILAURAT 


498 


0.9 


601 


1.2 


16*532 


33.0 


CHRYSIN- 
DIPALMITAT 


484 


0.9 


492 


0.9 


3'928 


7.8 


QUERCETIN- 
PENTALAURAT 


392 


0.7 


536 


1.0 


2*745 


5.4 



Arbeiten durchgefuhrt von Dottoressa Anna Rita Guarini, University degli 
Studi di Torino, Clinica medica, 21. bis 24.8.1995. Kontrollen 50*037 cpm. 
Testanlage wie bel 2.3 

AUSWEIS: %-Vitaiitat nach 48 Stunden mit 1% IVIAR1GENOL<g>-KONZENTRA- 
TEN, ats wlkssrige Ultramikroemuision dem Medium einmalig betgegeben. Bei 
der Beurteilung beachte man die verhiiltnism£lssig kurze Expositionszeit von 
48 h. VerdUnnung 10'^ s 1*000 ppm Konzentrat, 10 ppm Wirksubstanz; etc. 
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2.4 In-vitr -Priifung an humanen Turn rzelhUnien 
(D siS'WIrkungS'Beziehung) 

VITALITATSTBST / 1%^MARIGENOL'KONZENTRATE 
LEUKAMIE DAUDhUNIE 

1 X 10^ Zellen pro Loch 

Proliferationstest (Tritium: 1 ^Ci/well H*) 



PRAPARAT 

VERDUNNUNG 


10 

cpm % 


10 

cpm % 


10 

cpm % 


MORIN- 
PENTALAURAT 


393 1.7 


463 2.0 


12'508 54.1 


MORIN- 

PENTAPALMITAT 


374 1.6 


632 2.7 


15*234 65.9 


CHRYSIN- 
DILAURAT 


271 1,1 


574 2.4 


10*286 44.5 


CHRYSIN- 
DIPALMITAT 


401 1.7 


624 2.7 


9*173 39.7 


QUERCETIN- 
PENTALAURAT 


3S3 1.5 


384 1.6 


9*541 41.3 



Arbeiten durchgefUhrt von Dottoressa Anna Rita GUARINI, University degli 
StudI di Torino, Ciinica medica, 21. bis 24.8.1995. Kontrollen 23*090 cpm. 
Testanlage wie bei 2.3 

3.0 Priifung auf MT4'Zellen, infiziert mit dem AiDS-ViRUS 

Tests durchgefUhrt von Prof.Dott. Alberto BIGLINO, Direttore dell'Ospedale 
Generate di Asti, am Istituto delle Malattie Infettive, University degli Studi di 
Torino (Direttore: Prof.Dr. P. Gioannini), Assistenz: Dotta. Brunella FORNO 
und Dotta. Annamaria POLLONO. Mttrz bis April 1995. 

3.1 Schutzeffekt auf die Wirtzellen (MT4.Lymphozyten) 

Der HIV III B-Komplex wurde wMhrend 4 Tagen in einer Konzentration von 10 
CCIDso/Kultur und well ("CCIDso/mt = 60% cell culture infective dose") ange- 
wandt. Die beste Schutzwirkung wurde bei einer Konzentration des geprUften 
MARIGENOL^-Konzentrates von 10 * erzlelt (= 100 ppm Konzentrat in w^sse- 
riger Mikroemulsion) v n Quercettnp nta-10-undecenoat. 
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3.2 Direkte antivirale Wirkung, bzw, therapeutischer Effekt gegen die s g. er- 
w rbene Immunschwdche, das humane "Aquir d Immuno-Deficiency Syn- 
dr me: AIDS", bzw. gegen pathol gisch wirksame Prionen. 
Anwendung des HIV III B-Komplexes bei einer mittleren Konzentration von 
300 CCIDso/mt. Inkubation wilhrend 3h bei 4**C, in Gegenwart der antiviral, 
bzw. viruzid wirksamen Mikroemulsion. Dann Ubertragung auf die MT4-Zellen. 
GegenUber den nicht infizierten Kontrollen kann eine klare, Dosis-abh^ngige 
Hemmwirkung nachgewiesen warden. 

FUr die angewandte PrUfmethodik vgl. u.a.: Rudi Pauwels, Erik De Clercq et 
al.: Sensitive and rapid assay on MT4 cells for detection of antiviral com- 
pounds against the AIDS virus. Rega Institute for Medical Research, Katho- 
lieke Universlteit Leuven, 3000 Leuven, Belgium, Elsevier Science Publishers 
B.V. (Biomedical Division), 1987 (0166-0934/87/503.50); J.Virol. Methods 1987: 
16. 171-85. 

Cf. auch; A. Bergamini. C.F. Perna, et a!.: A tetrazolium-based colorimetric 
assay for quantification of HIV-lnduced cytopathogenicity in monocyte- 
macrophages exposed to macrophage colony-stimulating factor. J.Virol. Me- 
thods, 1992 : 40(3), 275-86. 



Jay A. Levy: "HIV research: a need to focus on the right target", The Lancet, 
Vol. 345, June 24, 1995, pp. 1619-21. 

Molecular Cell Biology, second Edition, by J. Darnell, H. Lodlsh, D. Balti- 
more; Scientific American Books, Chapter 5: Viruses, Structure and Func- 
tions, pp. 177-1888. New York. 1990 (W.H, Freeman & Co.) 

4.0 Andere VIren 

4.1 Cytomegalie-Virus (CMV) 

Die Prilfung wurde mit humanen. embryonalen Lungenfibroblasten als Wirt- 
zellen vorgenommen, die dann mIt dem CMV-Stamm AD 169 infiziert wurden. 
Der Stamm "CVM umano AD169" wurde wdhrend 4h bei +4"C mit unterschied- 
lichen Konzentrationen der PrUfsubstanz Ci6:o-P-Sitosterylester, formuliert 
als 1%-iges Konzentrat und dann verdiinnt zu einer wasserigen Mikroemul- 
sion 10'', 10"* und 10'*, inkublert und daraufhin als vorbehandelte Virus- 
Suspensionen auf Kulturen von menschllchen, embryonalen Lungenfibro- 
blasten Uberimpft. Ansatz als konfluente Kultur mit 120'000 Zellen pro shell- 
vial. Die Infektion wurde mittels Zentrifugation wiihrend 45 Minuten bei 1500 
rpm und be! RT v llzogen, w rauf die Injektionssuspensi n entfernt und 1 ml 
Kulturmedium MEM mit 2% ftitalem Kalbserum (wie bei der Anzucht) beige- 
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geben wurde; die inftzierten Zetlen wurden s dann wdhrend 20h bei 37*'C und 
unter 5%-iger COz-Atm sphiire gehalten. 

Am Schluss der Inkubati n wurde das Medium entfernt, die Zellen gesam- 
melt, mit 2% Aceton-Methanot (2:1) fixiert und 3 Mai mit PBS gewaschen. 
Die Quantifizierung erfolgte mittels Immunofluoreszenz-Messung. Die Vials 
wurden mit dem monoklonalen Antlkttrper "Anti-P-72 CMV" (einem unmittel- 
baren Voriauferprotein des CMV, das schon nach 6 h In den inflzierten Zellen 
nachgewiesen werden kann) versetzt und wikhrend 30 Minuten bei 37''C in 
feuchter Atmosphfire inkubiert. 

Es folgten 3 Waschungen in PBS, eine zweite Inkubation mit dem Fluores- 
zenz-markierten Antikdrper IgG Ziege anti-IgG Maus. Es schliesst sich eine 
nochmalige Inkubation wdhrend 30 Minuten bei 37*C, wie oben angegeben, 
an, gefolgt von einer 3-maligen Waschung mit PBS. Die Proben werden dann 
mit 50% Glycerol in PBS auf Giastrdger montiert. 

Gleichzeitig wurden Kontrollen aufbereltet mit inflzierten Zellen, die unter 
gleichen Bedingungen, aber ohne Vorbehandlung mit der Prtifsubstanz auf- 
bereitet worden sind. 

GezMhit werden die ftir das CMV-spezifische Antigen positlven Nuclei, mithilfe 
eines Fluoreszenz-Mikroskopes bei 25-facher Vergrdsserung in wasseriger 
Phase. 

Es ISsst sich ganz eindeutig eine Dosis-abhSngige, direkt viruzlde Wirkung 
feststellen. Das Virus ist nicht mehr virulent genug, um die empfindlichen 
Wirtzellen zu infizieren. 

ERGEBNIS: 

VIRUZIDE WIRKUNG 
des fi'SITOSTERYL'PALMiTATES 
(als MARIGENOL(&'KONZENTRAT formuUert) 



KONTROLLEN: 
Anzahl der Anti- 
gene (anti P-72) 


KONZENTRATION 
MtKROEMULSION 
1:V000 


KONZENTRATION 
MIKROEMULSION 
1:10*000 


KONZENTRATION 
MIKROEMULSION 
1:100*000 


115*000 


0 


2 


82*000 



Anzahl der "Nuclei positivi" per P-2 



Prufungen durchgefuhrt von Dottoressa Rossana CAVALLO, Istttuto di Micro- 
biol gia, Univ rsita degli Studi di Torino, Juli-November 1995. 
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4.2 Herpes-Virus (Herp s simplex, HSV) 

Die antiviraie Wirkung ein r wiisserigen Mikr emulsion von ge igneten 
MARIGENOL(S>-Konzentraten wird mithilfe einer konfluenten Kultur v n VERO- 
Zellen (d.h. "African green monkey kidney cells") festgestellt. Die Wirtzellen 
werden wUhrend 3h bei 4"C mit der Mikroemuision vorbehandelt und dann mil 
eIner konstanten Dosis von 10^ Herpes simplex Viren, sog. "plaque forming 
units" » PFU infiziert. Dauer der Virus-Absorption 1 fi. Dann Zugabe von 2% 
Methylcellulose zur Verhinderung der Spreitung des Virus; es entsteht ein 
elastisches Vlies im Kulturmedium MEM 4 2% fdtalem Kalbserum. AnzUchtung 
wahrend 48 h, dann Fixleren und Ffilrben der Monolayers mit 1% l^ristaltviolett 
in Methanol. 

Die antiviraie Wirkung korreliert mit der Zahl von "plaques" von mit einer 
Priifsubstanz behandelten, lysierten Zellen, die sich im Kulturmedium MEM 
2% PCS noch bilden. Die Herabsetzung des viralen Titers wIrd im %-Verh2llt- 
nts zu den Kontrollen (21 Plaques pro Zelle) angegeben. 

Als PrUfsubstanzen wurden folgende Konzentrate in wMsseriger Verdiinnung 
(ausgehend von einer Mikroemuision 1:100) etngesetzt: 

1 % C20:0-p-SiTO5TERYL-ESTER 

1 % QUERCETIN-PENTA-10*UNDECENOAT 

1 % Ci6:0-P-SITOSTERYL-ESTER 

1 % Ci2:0-ERGOSTERYL-ESTER 
Auswertung: 



VERDUNNUNG 


SITO-ESTER: 
(ARACHIDAT) 


QUERCETIN- 

PENTA-10- 

UNDECENOAT 


Ci8:0-P- 

SITO-ESTER 
(PALMITAT) 


Ci 2:0"ER- 

GO-ESTER: 
(LAURAT) 


1 : lO'OOO 


76 % 


48 % 


24 % 


62 % 


1 : 100*000 


5 % 


0 % 


0 % 


0 % 



Die Ergebnisse zeigen eine deutllche dtrekte Wirkung auf die HS-Virus- 
infizierten VERO-Wirtzellen. Bei einer Konzentration von 10'* p-Sitosterylara- 
chldat erscheint die Zahl der Plaques, im Vergleich mit den Kontrollen, urn 
76% herabgesetzt; fUr das Quercetinpenta-10-undecenoat liegt dieser Wert bei 
48%. Der HSV-Titer ist deutlich vermindert. 

Bei dieser Konzentration der geprUften Substanzen findet auch keine 
Lysierung, weder von eternallsierten Lymphozyten vom Typus MT4, noch der 
VERO-Zellen selber statt. (MT4-Lymphozyten sind eine humane, Leukdmi - 
transform iert T-Zell-Linie). 
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Wiederholung der PrUfung mit Fluoreszenz-Markierung wie beim CMV- 
Versuch. Vgl. oben 4.1 

VIRUZIDB WIRKUNG 
des fi-SITOSTBRYL-ARACHIDATES 
(als MARIGENOL9-KONZENTRAT formullert) 



KONTROLLEN: 
Anzahl der 
infizierten Zellen 


KONZENTRATION 
MIKROEMULSION 
1:V000 


KONZENTRATION 
MIKROEMULSION 
1:10*000 


KONZENTRATION 
MIKROEMULSION 
1:100*000 


38 


0 


0 


20 



PrUfungen durchgefiihrt von Dottoressa Rossana CAVALLO, Istituto di Micro- 
biologia, University degli StudI di Torino. Juli und November/Dezember1995. 

4.3 Hepatltis-B Virus (HBV) 

Die Tests wurden mit immortalisierten Leberhfilmatom-Zellen vorgenommen. 
die nach Infektion mit dem Hepatitis-B Virus die beiden Antigene Hbs Ag (ein 
•^surface antigen" aus der ausseren Hulle des Virus) und Hbe Ag (ein "core 
antigen" aus dem Kern des DNA Virus) sezernleren. Orientierende Versuche 
in-vltro wurden mit je einem 1%-igen Konzentrat der drel PrUfsubstanzen p- 
Sitosteryl-Palmitat, p-Sitosteryl-Arachidat und Ergosteryl-lsovalerat von Prof, 
Dott, Antonio Ponzetto und von Dotta Rossana Cavallo, University di Torino, 
durchgefiihrt . 

Bei einer Verdunnung von 10'' und Inkubation Uber 72h zelgte bislang das 
SitosteryUPalmitat Konzentrat die starkste Wirksamkeit. Die Ergebnisse sind 
deutlich Dosis-abhangig und variieren auch mit der Inkubationszeit. Be- 
sonders ausgepragt tritt die WIrkung beim Oberfiachen-Antigen Hbs Ag in Er- 
scheinung. 
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HEPATITIS*B 
Sezernierte Antigene 



PRAPARAT 


Hbs Ag 


Hbe Ag 


KONTROLLEN in Medium 1:4 
Titerbestimmung 


17.97 pos. 


18.707 pos. 


R-SITOSTERYL-PALMITAT 


1.47 neg. 


1.777 neg. 


P-SITOSTERYL-ARACHIDAT 


3.78 pos. 


3.935 pos. 


ERGOSTERYL-ISOVALERAT 


5.78 pos. 


6.27 pos. 



5.0 Anaiytischer Nachweis 

5.1 Identifikation von Fiavonoid-Ester-Wirksubstanz 

Kapiliarzonen-Eiektrophorese mit einem GerSt P/ACE 2100 von Beckman Ins- 
truments, bzw. einem BioFocus Integrator von BiO-RAD Laboratories. 
Bedingungen: Puffer pH - 9.0 Na-tetra-Borat; 50 mM SDS 

Injektion: 20 psi^sec. Run 15 kV, Messung bei 192 nm 
Der Wirksubstanz-Peak erscbeint nach ca. 5 Minuten. 
Sehr hohe Aufldsung 

5.2 Identifikation der Konzentrat-Mizellen In der wSsserigen Mikroemul- 
sion/bzw. im gereinigten und hochzentrifugierten Uberstand des Zellplasmas 
der Tumorzellen. 

Glelche Methodik wie 5.1. 

Der charakteristische Peak erscheint nach ca. 5 Minuten. 

5.3 Nachweis der Membran-Penetration an der Tumorzelle 

Am Lichtmikroskop (wie auch am Elektronenmlkroskop) lasst sich aufzeigen, 
dass wenige Stunden nach der Inkubation (Belspiel Py6-Zellen - Polyoma- 
Virus transformierte 3T3-Mausfibroblasten; dCinn ausgesat, mittlere Verdiinn- 
ung der Wirkstoff-Konzentrate) sich ein Kranz von Vakuolen um den Zellkern 
herum ausbildet. Als Markiersubstanz kann dem Konzentrat eine kleine Men- 
ge Canthaxanthin beigegeben werden, das eine deutliche Fluoreszenz besitzt. 
Es eignen sich auch Phenosafranin. Tinopal® GS oder Uvitex® CF, bzw. EBF. 
Der analytische Nachweis, dass diese Vakuolen die Flavonoidester als Wirk- 
substanz enthalten, erfolgt ebenfalls mittels mizeilarer Kapillar-Zonen-Elek- 
trophorese "MECC", (Beckman Instruments, P/ACE System 2100 oder dem Bio 
F cus Integral r v n Bio-Rad). 
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Vgt. im Ubrigen: K ji Otsuka et al.: "Separatl n f tipophil compounds by 
micellar electrokinetic chromatography with rganic m difiers", Electroph - 
resis, 1994, IS, 1280*83 (VCH V riagsgesellschaft mbH, Weinheim). 



B.O AUgemeine VertrSgiichkeit der MARIQENOL^PrHparate 

AUSWIRKUNQ auf das BLUTBILD 
TOXIZITAT von MARIGENOL^-KONZENTRATEN 
an der BALB/c-Maus 
%-Anteil der BlutkOrperchen 



Prttparat 


L 


M 


N 


E 


B 


G 17 10-7 
10-5 
10-3 


70 ± 6 
77 ± 6 
69 ± 10 


11 ± 3 

6 ± 3 

7 ± 5 


13 ± 4 
11 ± 4 
22 f 8 


6 ± 4 
5 ± 4 
2 ± 2 


0 

1 ± 1 
0 


G 41 10-7 
10-5 
10-3 


77 ± 6 

78 1 4 
80 ± 6 


6 ± 3 
10 ± 2 
8 ± 2 


13 ± 5 
10 ± 4 
10 ± 6 


3 ± 3 
1 ± 1 
12 ± 1 


0 

1 ± 1 

0 


G 44 10-7 
10-5 
10-3 


74 ± 17 
74 1 6 
76 ± 5 


10 ± 1 
9 ± 4 
6 ± 4 


20 ± 9 
14 ± 7 
16 ± 8 


1 ± 1 
4 ± 3 

2 ± 1 


0 
0 
0 


G 55 10-7 
10-5 
10-3 


78 ± 4 
69 ± 10 
77 ± 5 


10 ± 4 

11 ± 3 
6 t 4 


10 ± 4 
18 ± 4 
14 ± 2 


2 ± 1 

1 ± 1 

2 ± 1 


0 
0 

1 ± 1 


KONTROLLEN 
(Rhys. Puffer) 


76 ± 5 


8 ± 2 


15 ± 4 


1 ± 1 


0 
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G 17 2%-Konzentrat mit C6:o-CHOLESTERYL*ESTER 

(Cholesteryi-iso-Valerat) 

G 41 2%*K nzentrat mil Cn:i-ERGOSTERYL-ESTER 

(ErgosteryMO-Undecenoat) 

G 44 2%-Konzentrat mit Ci8:2-CHOLECALGIFERYL-ESTER 

{Ci8:2-D3 ; Vitamin-Ds-Linolat) 

G 55 2%-Konzentrat mit C4:i-CHOLECALCIFERYL-ESTER 

(C4:i-D3 ; Vitamin-D3-Crotonat) 

Verdynnungen: 10-7 ■ o,1 ppm Konzentrat; 0,002 ppm WIrlisubstanz 
10-5 s 10 ppm Konzentrat; 0,200 ppm Wirksubstanz 
10-3 = 1-000 ppm Konzentrat; 20,000 ppm Wirksubstanz 
(auf die wdsserige Mikroemulsion berechnet) 

Legende: 

L = Lymphocyten 

M = Monocyten (Makrophagen) 

N = Neutrophile Granulocyten 

E - Eosinoptiiie Granulocyten 

B " Basophile Granulocyten 

DurchfUhrung der Proben: Prof. Dott. Guido FORNI, Dott^ Stefania VAI, 
University degii Studi di Torino, Dipartimento di Scienze Cliniche e Biolo- 
gtche, Ospedale San Luigi Gonzaga, l-10'043 ORBASSANO (TO), August/ 
September 1993. 

Test mit normalen 8-w6chigen weibiichen BALB/c nAncr (H-2d)-Mausen, ge- 
liefert von Charles River Laboratories, Caico (Italien). Wahrend 4 Wochen tSg- 
lich zweimalige Injektion i.v. von je 0,250 ml w^ssriger. Mikroemulsion, 
gebildet aus den angegebenen Konzentraten, bzw. mit physiologischem Puf* 
fer fiir die Kontrollen. Fdrbung mit May Grlinwald-Giemsa. 

Zeit der Behandlung: 28 Tg. 

Blutanalyse: nach der letzten Injektion 

Anzahl Tiere: 13 Gruppen zu 5 je Tieren 

RESULTAT: Es treten kelne signlflkanten Unterschlede auf zu den Kontrollen. 
Es konnte keine Toxizit^t der Konzentrate auf die Leukozyten^Populaiion 
festgestellt werden. Auch die Erythrozyten-Population zeigte normale Werte. 
Atle Tiere waren und bli ben gesund bis zum Schluss der V rsuche. 
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6.1 UNTERSUCHUNG des BLUTBILDES 

Auswirkung der MARIGENOL^KONZENTRATE 
auf normaie humane Lymphomonocytan 

Zelten: normaie humane phagozytische weisse Blutzellen 
(Macrophagen); 2 x lOS Zellen pro well 



Stimulation der Kontrollen: 1 % PHA (Phytohemaggluttnin) 



PRAPARAT 


VERDUNNUNG 


TEST 1 


TEST 2 


TEST 3 






cpm 


cpm 


cpm 


KONTROLLEN 




2682 


3386 


3386 


PHA 1% 


(stimuHert) 


80*981 


61*966 


61'966 


KONZEN- 


10-1 


1076 


3826 


3936 


TRATE als 


10-2 


1396 


3726 


3845 


wMssrige 


10-3 


1431 


2141 


2939 


MIKROEMUL' 










SIONEN 


10.4 


1386 


3221 


2752 




10-5 


1656 


2888 


3093 




10-6 


2536 


2105 


3046 



Test 1 : 2%-Konzentrat enthaltend Ci2:o-Cholesteryl Ester 
Test 2 : 2%-Konzentrat enthaltend Cie:o-Ergosteryl Ester 
Test 3 : 2%-Konzentrat enthaltend Ceio-Cholecalciferyl Ester 
(Vitamin D3-iso-Valerat) 



Tests durchgefOhrt von Dottoressa Anna Rita GUARINI, University degli Studi 
di Torino, Clinica medica, l-10'126 TORINO, 21, bis 24. Marz 1994. 



7.0 Antiparasitflre Wirkung 

Schweizerisches Tropeninstitut, Basel 
In-vitro Versuche. WHO-screening as SOP 



Parasite 


Strain 


Stage 


Standard 


Tesf 


T.b.rhodesiense 


STIB 900 


trypomastigotes 


Melarsoprol 


T9611 


L.donovani 


MHOM*ET- 
67/L82 


amastigotes 


Pentostam 


L9604/05 


T.cruzi 


MHOM/Br/OO/Y 


trypomastigotes 


Benznidazol 


C0606/08 



Alle Werte: ^g/mt 
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Legende* r = active n T.b.rhodesiense 

d « a live on L. d n vani t = cyt t xic n mammalian cells 
c = active on T. cruzi - « inactive or low activity 

MIC s minimum intilbitory concentration 
ICm ■ S0% killing rate concentration 





T.b. rhodeslense 


T. cruzi 


L. 


Cytotoxicity 


Test 










donovani 






score • 


TOR-Code 












Macronh 


r.d.c. 




MIC 


ICso 


MIC 


ICto 


MIC 


MIC 


tr. 


Standards 


0.011 


0.0004 


3.7 


30 


>100 


>90 




EP1 


4 AA 




100 


20 


>100 


90 


d 


EP2 


100 


- 


100 


20 


>100 


90 


d 


EP4 


100 




100 


20 


>100 


90 


d 


EPS 


100 




100 


<30 


100 


90 


d 


EP10 


100 




100 


<30 


100 


90 


d 


EP17 


100 




100 


20 


>100 


90 


d 


EP19 


100 




100 


20 


>100 


90 


d 


4 N 


zz 


17 


100 


20 


>100 


>90 


d 


7N 


11 


6.9 


33 


8 


100 


90 


d 


T1 


>100 


18,0 


100 


<30 


100 


90 


d 


TS 


100 


17 


100 


6 


100 


90 


d 


TS 


100 


17 


100 


<30 


100 


90 


d 


T7 


100 


16 


100 


<30 


100 


90 


d 


TS 


100 


16 


100 


<30 


100 


90 


d 


no 


100 


16 


100 


<30 


100 


90 


d 


Til 


100 


16 


100 


<30 


100 


90 


d 


T12 


100 


20 




<30 




90 


d 



EP 1 


1%-Konzentrat 


CHOLESTANYL-ISOVALERAT 


EP 2 


1%-Konzentrat 


CHOLESTANYL-10-UNOECENOAT 


EP 4 


1%-Konzentrat 


CHOLESTERYLHfi-VALERAT 


EP 5 


1%-KonzenUat 


CHOLESTERYL*LAURAT 


EP 10 


1%-Konzentrat 


p*SITOSTERYL*BEHENAT 


EP 17 


1%-Konzentrat 


VITAMIN Ds-UNDECENOAT 


EP 19 


1%-Konzentrat 


VITAMIN Ds-OLEAT 



4N 1%-Konzentrat QUERCETIN-OCTALAUROYL-GLUCOSID 

7N 1%-Konzentrat Z-Gly-Phe-VITAMIN Dj-ESTER 



T1 
T5 



1%-K nzentrat 
i%-Konzentrat 



COEMULGATOR * TENSIDE 
14-OH.10-DEACETYLBACCATIN-III 
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T7 



T6 



1%-K nzentrat 



1%-K nzentrat 



37 - 

3,28-LAUROYL*BACCATIN-ltl 
QUERCETIN-PENTALAURAT 



T9 



1%-K nzentrat 



DECALAUROYL-RUTINOSID 



Til 



T12 



T10 



1%-Konzentrat 



1%-Konz0ntrat 



1%-Konzentrat 



P-SITOSTERYL-PALMITAT 

P-SITOSTERYL-ARACHIDAT 

ERGOSTERYL-LAURAT 



Die Versuche wurden unter der Leitung von Prof.Dr. Ronald Kaminsky von 
Frau Yvonne Grether durchgefUhrt. 

Eraebnis : eine beachtliche antiparasitflre Wtrkung zeigte sich mit ausgewahl- 
ten CtioiestanyN and Biofiavonoidester-Konzentraten, wie auch mit dem Z- 
Gly-Phe-D3-ester Konzentrat. Die Tests wurden bei einer Konzentration durch- 
gefuhrt, weiche keine basale Zytotoxizitdt bei murinen Muskelzeilen oder bei 
Macrophagen hervorruft. Die Wirkung ist spezifisch gegen Leishmania dono- 
vani. 
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PATENTANSPROCHE 

1. Sp ntan dispergierbares K nzentrat, welches mit Wasser, mit 5%-iger 
Glucos I6sung der mit Ringerlbsung verdUnnt, thermodynamisch stabile 
Ultramikroemutsionen ergibt, die Mizellen mit etnem hydrodynamischen Ra- 
dius von 2.2 bis 3.0 nm aufweisen, dadurch geliennzeichnet, dass es pharma- 
zeutisch verwendbar 1st und aus folgenden Bestandteile besteht: 
0.1 bis 5 Gewichts-% einzetner Oder mehrerer Ester von ausgewikhlten Bio- 
flavonoid-Verbindungen laut den Formein (I) bis (IV). bzw. einer Kombination 
solcher Wirkstoffe: 



3 ■ 




R = OH, OCH3. 



wo 9S/1 1889 PCT/CH97/00168 

- 39 

w bei in den Formein (I) bis (IV) R fUr Hydroxy!, eine Ce.si-AlkyI-, eine Cg^si- 
Alkenyl- oder eine Cg-si-Allcap lyengrupp steht, 

5 bis 25 Gewichts-% eines als C emulgator di nenden, pharmavertrflglich n 
Lfisungsvermittlers oder Ldsungsmittelgemisches* 

5 bis 90 Gewichts-% eines pharmavertriiglichen Tensides oder Tensidgemi- 
sches, und wahlweise 

0 bis 10 Oewichts-% eines Vitamins oder Provitamins, 

0 bis 10 Gewichts-% eines Stabllisators, Radikalfdngers oder Penetrations- 
verbesserers. 

2. Pharmazeutisch verwendbares Komblnattonsprdparat, das aus 90 Ge- 
wichts-% des spontan dispergierbaren Konzentrates gemdss Anspruch 1 und 
10 Gewichts-% pharmavertrflglichen Zuschlag- oder Trdgerstoffen und/oder 
Ldsungsvermittein besteht. 

3. Spontan dispergierbares Konzentrat, enthaltend eine oder mehrere 
Verbindungen der Formein (I) bis (IV) gemdss Anspruch 1, als Mittel zur 
Herstellung eines pharmazeutischen Prttparates hoher BloverfUgbarkeit und 
mit Wirksamkeit gegen Tumore, Ekzeme und Psoriasis, sowie zur verstarkten 
Aufnahme von exogenen Aktivatoren, metabolischen Modulatoren und Regu- 
latoren. 

4. Spontan dispergierbares Konzentrat, enthaltend eine oder mehrere 
Verbindungen der Formein (I) bis (IV) gemdss Anspruch 1, als Mittel zur 
Herstellung eines pharmazeutischen Prilparates mit antiviraler, viruzader oder 
antiparasltdrer Wirksamkeit. 

5. Spontan dispergierbares Konzentrat gemAss Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es folgende Bestandteile enthMIt: 

0,5 bts 5 Gewichts-% eines Oder mehrerer Ester von Bioflavonoid*Verbin- 

dungen der Formein (I) bis (IV), 

0 bis 5 Gewichts-% eines Good-Puffers, 

5 bis 25 Gewichts-% Isopropylmyristat, Isopropylpalmitat, Neutral6l (Oleum 

neutrale), und/oder eines oder mehrerer biotenslder Terpinylester der allge- 

meinen Formel (VI) : 
2 3 
R— COO— R 
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w fin r2 eine Cs.si-AlkyI-, eine Cg.ai-Alkenyl- der eine Cg-si-Alkap lyen- 
gruppe 1st und R3 Citronellyl-, Farnesyl-, Geranyl-, Isophytyl- oder Phytyl- 
b deutet, 

0 bis 45 Gewichts-% eines pharmavertraglichen Phosphorsaureester-Ten- 
sides, 

5 bis 90 Gewichts-% des wasserfreien tert. Octylphenylpolyoxyethylenether- 
Tensids mit 9 bis 10 Oxyethylen Gruppen und/oder Polyoxyethylen-Sorbitan- 
Monolaurat. 

6. Spontan dispergierbares Konzentrat gemitss Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es foigende Bestandteile umfasst: 

0,5 bis 5 Gewichts-% eines Oder mehrerer Ester von Bioflavonoid-Verbin- 
dungen der Formein (1) bis (iV), 

5 bis 25 Gewichts-% eines oder mehrerer biotensider Terpinylester der allge- 

meinen Formel (VI) : 

2 3 
R— COO— R (VI) 

worin r2 eine Ce^i-Alkyl-, eine CQoi-Alkenyl- oder eine Cg.si-Alkapolyen- 

gruppe ist und r3 Citronellyl-, FarnesyU, Geranyl-, Isophytyl- oder Phytyl- 

bedeutet, 

bis zu 10 Gewichts-% DL-a-Tocopheryl-IO-undecenoat oder DL-a-Tocopheryl- 
laurat, 

bis zu 25 Gewichts-% Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat, 

bis 2u 45 Gewichts.% des wasserfreien tert. Octylphenylpolyoxyethylenether 

Tensids mIt 9 bis 10 Oxyethylen Gruppen, 

35 bis 45 Gewicht8-% eines Alkylphenolpolyglykolether Phosphat-Tensides 
Oder des praktisch wasserfreien Tristyrylpheno!-polyoxyethylen-18-phos- 
phorsMureestertriethanolaminsalz Tensides. 

7. Therapeutisches Systemprttparat, das bis zu 90 Gewlchts-% aus dem 
spontan dispergierbaren Konzentrat gemftss einem der Anspruche 1, 2, 5 oder 
6, sowie zu mindestens 10 Gewichts.% aus pharmavertrftgltchen Tr^ger- 
stoffen, Zusatzstoffen und/oder einem Lbsungsvermittler hergestellt ist und 
das in Dosls-Einheitsform als Micropellets, Granulat, Drag6es, Supposi- 
torien, Ampullen oder Kapsein vorliegt. 

8. Therapeutisches Systempraparat gemass Anspruch 7, welches 64 Teile 
Kernmaterial fiir di Granulat-. oder Pellet-Bildung und 36 Tell des spontan 
disp rgierbar n Konzentrates gemass ein m der Anspruche 1, 2, 5 der 6 
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enthfllt und in pharmazeutisch geeign te Kapsetn aus Hydr xylpropyl- 
Methylceltulose-Acetat-Succinat abgefUllt ist. 

9. Ein Ester von Bioflavonoid*Verbindungen der Formein (I) bis (IV) : 




R OH, OCH3, 



OH 

t 

R » OH, OCHj, 



o 

R = OH, OCH3, 




(I) 



(II) 



(III) 



(IV) 

R - OH, OCH3, 

wobei in den Formein (I) bis (IV) R fUr eine Ce-si-Alkyl-, eine Cs.ji-Alkenyl- 
Oder eine Cs.si-Alkapolyengruppe steht. 
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10. Ein Verfahren zur Herst Hung v n Estern von Bioflav noid-Verbindun- 
gen der F rmein <l) bis (IV) gemttss Anspruch 9, dadurch beschrieben, dass 
man eine Verbindung der Formel (V) : 

R ^ COOH (V) 

worin Rl eine Cs-si-Allcyl-, eIne Cg-si-Allcenyi- Oder eine Cg.si-Alkapolyen- 
gruppe ist, mit einem Chlorierungsmittel umsetzt und anschliessend das ent- 
standene Produkt mit einer Verbindung der Formein (I) bis (IV) verestert. 



11. Die Verwendung eines spontan dispergierbaren Konzentrates gemiiss 
einem der Anspriiche 1, 2, 5 oder 6 zur Herstellung eines Heilmittels mit 
prophylaktischer und therapeutlscher Wirksamkeit gegen virale oder parasi- 
Ure Erkrankungen, gegen Tumore, Psoriasis und Ekzeme und zur versUrkten 
Aufnahme exogener Aktivatoren, metabolischer Modulatoren und Regulato- 
ren. 
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